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(57) Abstract 

The invention concerns specific pancreatic lipase inhibitors and their applications in the treatment and prevention of cardiovascular 
diseases, of hyperlipemia and of obesity, as well as diagnostic reagent and as regulating agent in a process of controlled lipolysis of 
triglycerides. Said inhibitors correspond in particular to a peptide consisting of a C-terminal fragment of pancreatic lipase including the 
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(57) Abrege 

Inhibiteurs sp^cifiques de la lipase pancr6atique et leurs applications dans le traitement et la pr6vention des maladies cardiovasculaires, 
de Fhyperlip6mie et de l'ob6sit6, ainsi qu'en tant que r6actif de diagnostic et en tant qu'agent de r6gulation dans un proc6d6 de lipolyse 
m6nag6e de triglyc6rides. Lesdits inhibiteurs correspondent notamment a un peptide constitu6 d'un fragment C-terminal de lipase 
pancriatique incluant le site de reconnaissance d'une colipase. 
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INHIBITEURS SPECIFIQUES DE LA LIPASE PANCREATIQUE ET LEURS 
APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a des inhibiteurs specifiques de la 
lipase pancreatique et a leurs applications dans le traitement et la prevention des mala- 
5 dies cardiovasculaires, de l'hyperlipemie et de 1'obesite, ainsi qu'en tant que reactif de 
diagnostic et en tant qu'agent de regulation dans un procede de lipolyse menagee de 
triglycerides. 

Les graisses alimentaires rep resent ent une source efficace d'energie 
pour l'organisme. En effet, la quantite d'energie metabolisee a partir des lipides est 
10 significativement plus importante que celle metabolisee a partir des carbohydrates ou 
des proteines. Cependant, la quasi-totalite des lipides ingeres etant assimiles par 
l'organisme, une surcharge alimentaire en lipides peut provoquer des troubles de sante 
importants : troubles cardiovasculaires, hyperlipemies et obesite. 

Ces troubles sont frequemment rencontres dans les pays industrialises 
15 ou les populations ont souvent des regimes alimentaires trop riches en graisses satu- 
rees. 

Pour lutter contre ces differentes pathologies, une hygiene alimen- 
taire consistant a limiter l'ingestion de corps gras est necessaire mais pas toujours suffi- 
sante. En effet, si certains corps gras sont faciles a detecter et a eliminer de 
20 Falimentation (beurre, huiles...), d'autres, de par leur integration dans les aliments 
(viandes, laitages..) le sont beaucoup moins. 

Dans les cas ou la mise en place d'un regime alimentaire s'avere 
insuffisante, des traitements pharmacologiques sont alors proposes. La plupart des 
traitements actuels visent surtout a lutter contre les hyperlipemies en utilisant, entre 
25 autres, des inhibiteurs de la synthese du cholesterol. 

Mais, les recherches actuelles se tournent, de plus en plus, vers des 
produits induisant une inhibition plus generale de l'activite lipolytique. 

Dans une telle perspective, Tune des orientations qui a ete particulie- 
rement etudiee est celle de l'inhibition de la lipase pancreatique, qui est une enzyme-cle 
30 de la digestion des triglycerides alimentaires ; la digestion de ces derniers, constituants 
majeurs des lipides (environ 95 %), amorcee dans le tractus digestif superieur par les 
lipases d'origine preduodenales (lipase gastrique chez l'homme), est essentiellement 
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realisee dans l'intestin, sous Taction de la lipase pancreatique. Cette derniere trans- 
forme les triglycerides en acides gras libres et en 2-monoglycerides, produits 
d'hydrolyse plus polaires, capables de franchir la membrane de la bordure en brosse des 
enterocytes, apres incorporation dans des micelles mixtes de sels biliaires et phospho- 
5 lipides. 

La lipase pancreatique joue done un role dans l'emergence de mala- 
dies liees a la presence d'un exces de lipides, telles que les maladies cardiovasculaires, 
les hyperlipemies et Fobesite, en permettant l'assimilation de la quasi-totalite des 
triglycerides ingeres. En outre, elle favorise F absorption intestinale du cholesterol, dans 
10 la mesure ou la solubilite du cholesterol est augmentee dans les micelles mixtes, riches 
en acides gras. 

L' action de la lipase pancreatique comporte plusieurs etapes : 
adsorption de F enzyme, dans l'intestin, sur 1' interface lipidique, en presence de sels 
biliaires et d'une colipase, dont le role est d'ancrer la lipase sur Finterface (C. Chapus 

15 et al. , FEBS Letters, 1975, 58, 1, 155-158), suivie de l'hydrolyse des liaisons esters 
5/7-1,3 des triacylglycerols. 

Ainsi la digestion des triglycerides fait intervenir des interactions 
lipase/colipase, regulees par une interface lipidique. 

La lipase porcine, par exemple est une glycoproteine comportant 449 

20 aminoacides, dont les chaines glycanes sont liees a l'asparagine (Asn) en position 166 ; 
elle comporte deux domaines separes par la liaison Phe^ 6 -ala^ 7 (M. Bousset-Risso et 
al, FEBS Letters, 1985, 182, 2, 323-326 ). Chaque domaine porte un site de 
reconnaissance, a savoir : un site de reconnaissance interfaciale (domaine N-terminal), 
site de Fhydrolyse proprement dite et un site de reconnaissance pour son partenaire 

25 proteique (domaine C-terminal), la colipase. Le domaine N-terminal (residus 1-335), 
qui porte le centre actif de 1' enzyme, est separe du domaine C-terminal (residus 336- 
449), par une zone etranglee tres resistante a la proteolyse. Cette organisation en deux 
domaines repond aux deux fonctions specifiques enoncees ci-dessus : le domaine N- 
terminal est responsable de la catalyse, alors que le domaine C-terminal est implique 

30 dans la reconnaissance de la colipase (A. Abousalham et al., Protein Engineering, 1992, 
5, 1, 105-111). 
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La colipase est une petite molecule (10 kDa), tres reticulee du fait de 
la presence de 5 ponts disulfides. Elle porte trois sites de reconnaissance essentiels a sa 
fonction, a savoir : un site de reconnaissance interfaciale (H. van Tilbeurgh et al., 
Nature, 1993, 362, 814-820), un site de reconnaissance de la lipase, (C. Chaillan et al., 
5 FEBS Letters, 1989, 257, 2, 443-446 ; H. van Tilbeurgh et al, Nature, 1992, 359, 
159-162) et un site de reconnaissance micellaire (J. Hermoso et al., EMBO J., 1997, 
16, 18, 5531-5536). Ces trois sites sont topologiquement distincts. 

Des etudes extensives realisees depuis plusieurs annees, ont permis 
d'approfondir les connaissances sur les relations structure/fonction du systeme 
10 lipase/colipase pancreatiques (C. Chaillan et al., 1989, precite). 

Des recherches structurelles complementaires concernant tant la 
lipase humaine (Winkler F.K. et al, Nature, 1990, 343, 771-774) que la lipase de 
cheval (B. Kerfelec et al., Eur. J. Biochem., 1992, 206, 279-287 ; Y. Bourne et al, J. 
Mol. Biol., 1994, 238, 709-732) ont permis de confirmer l'existence des deux domaines 
15 precites, dans des lipases de differentes origines. 

La reconnaissance entre la lipase et la colipase fait intervenir en parti- 
culier des interactions hydrophobes (N. Mahe-Gouhier et al., BBA, 1988, 962, 91-97) 
et electrostatiques. 

Des experiences de pontage covalent entre la lipase et la colipase 
20 pancreatiques (C. Chaillan et al. 1989, precite), ainsi que la resolution de la structure 
tridimensionnelle a 3,1 A du complexe lipase/colipase (H. van Tilbeurgh et al, 1992, 
precite) ont conduit a F identification sur les deux molecules des zones de reconnais- 
sance, en solution. 

Pour inhiber la lipase pancreatique et obtenir une activite therapeu- 
25 tique sur les hyperlipemies et Fobesite, differentes approches ont ete proposees : 

- Futilisation d'inhibiteurs covalents, qui se fixent au centre actif de Fenzyme ; on 
peut citer, par exemple, la tetrahydrolipstatine (THL) [Brevet US 4 598 089 ; P. 
Hadvary et al., J. Biol. Chemistry, 1991, 266, 4, 2021-2027 ; D. Hermier et al., 
FEBS Letters, 1991, 286, 1 186-188] ; on obtient une inhibition complete de 
30 F activite lipolytique pour des doses de 1 mol de THL/mol d' enzyme (P. Hadvary et 
al., 1991, precite) ou des doses de 10 a 400 mg, deux fois par jour (J. Hauptman et 
al., Am. J. Clin. Nutr., 1992, 55, 309S-313S) ; une telle methode presente un certain 
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nombre d' inconvenient s, dont le principal est le manque de specificite : la tetrahy- 
drolipstatine n'est en effet pas specifique de la lipase pancreatique et inhibe d'autres 
lipases telles que la carboxylester lipase, la lipase gastrique et la lipase stimulee par 
les sels biliaires du lait humain ; et 
5 - la modification de la nature de 1' interface par adjonction de proteines amphiphiles 
(Gargouri Y. et al., J. Biol. Chem., 1985, 260, 2268-2273), de detergents (Gargouri 
Y. et al, J. Lip. Res., 1983, 24, 1336-1342) ou de fibres (Borel P. et al., Am. J. 
Clin. Nutr., 1989, 49, 1192-1202) ; une telle methode presente une efficacite tres 
relative. 

10 Ces deux approches component, en outre, un risque non negligeable 

d'effets indesirables (nausees...). 

En consequence, le Demand eur s'est donne pour but de pourvoir a 
un nouvel inhibiteur de la lipase pancreatique, qui reponde mieux aux besoins de la 
pratique que les inhibit eurs de la lipase de l'art anterieur, notamment en ce qu'il pre- 

15 sente une reelle specificite d'action vis-a-vis de la lipase pancreatique. 

La presente invention a pour objet un peptide constitue d'un frag- 
ment C-terminal d'une lipase pancreatique, incluant le site de reconnaissance d'une 
colipase (denomme ci-apres peptide C-terminal), pour son utilisation comme medica- 
ment, notamment pour le traitement des hyperlipemies, des maladies cardiovasculaires 

20 et de l'obesite. 

Selon un mode de realisation avantageux de 1' invention ledit peptide 
est un fragment C-terminal d'une lipase pancreatique, selectionnee parmi les lipases 
pancreatiques humaine, porcine ou chevaline, purifiees ou recombinantes. 

De maniere inattendue, le peptide C-terminal de ces differentes 
25 lipases pancreatiques permet efFectivement de servir de leurre et d'instaurer une 
competition entre ce peptide et la lipase native, pour la colipase et ainsi de diminuer de 
maniere significative Taction lipolytique de ladite lipase. 

L' administration d'un tel peptide freine Taction de la lipase pancrea- 
tique et inhibe, de maniere surprenante, au moins en partie, Thydrolyse des triglycerides 
30 alimentaires, qui ne seront done pas absorbes (effet inhibiteur du peptide C-terminal sur 
la lipolyse). 
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En effet, 1'affinite de ce peptide C-terminal est, in vitro : 

- en solution , de l'ordre de 10 6 M, vis-a-vis de la colipase, alors que 

- a V interface lipidique . l'afifinite du peptide C-terminal est de l'ordre de 2. 10 8 M. 

Pour obtenir Taction recherchee, c'est-a-dire une affinite a l'interface, de l'ordre 
5 de 2.10 8 M, ledit peptide C-terminal est, de preference, administre aux doses de 0,5 a 
10 mg/jour reparties en 1 a 3 prises, correspondant a des doses de 0,2 a 10 mg par 
prise. 

La presente invention a egalement pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant le peptide C-terminal d'une lipase pancreatique, incluant le site de 
10 reconnaissance d'une colipase, tel que defini ci-dessus et au moins un vehicule pharma- 
ceutiquement acceptable. 

Ladite composition pharmaceutique se presente avantageusement sous forme 
unitaire apte a etre administree par voie orale, selectionnee dans le groupe consistant 
en capsules molles ou dures, comprimes, solutions, suspensions et emulsions. 
15 Une telle composition pharmaceutique est, de preference, destinee a une admi- 

nistration orale, sous une forme gastro-resistante. 

La presente invention a egalement pour objet d'autres applications dudit peptide 
C-terminal de lipase pancreatique, par exemple en tant que reactif de diagnostic, 
notamment dans la mise en oeuvre d'un test immunoenzymatique de dosage de la 
20 lipase par une methode de type competitif et dans la mise en oeuvre de procedes de 
lipolyse menagee de substrats triglyceridiques. 

Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore d'autres 
dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples de mise en oeuvre de la presente invention, ainsi qu'aux dessins annexes, 
25 dans lesquels : 

- les figures 1 et 2 represented les traces de Scatchard obtenus a partir des 
spectres difFerentiels [(colipase-peptide C-terminal)-peptide C-terminal] en solution 
aqueuse pour la figure 1 et en presence d'une interface tributyrine/eau pour la figure 2 ; 

- les figures 3 et 4 represented 1' inhibition de l'activite lipase par le peptide C- 
30 terminal de la lipase (substrat : trioleine, phospholipides, sels biliaires totaux) en 

l'absence (figure 3) ou en presence (figure 4) d'acide oleique. 
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II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes uniquement a 
titre d' illustration de l'objet de Pinvention, dont ils ne constituent en aucune maniere 
une limitation. 

Exemple 1 : Isolement du Peptide C-terminal de pore. 

5 - Purification de la lipase pancreatique et de la colipase 

La lipase pancreatique porcine est purifiee comme decrit dans Rovery M. et al. 
(Biochim. Biophys. Acta, 1978, 525, 373-379), a partir d'une poudre pancreatique 
acetonique. 

La purification de la colipase de pore est realisee selon C. Chapus et al. (Eur. J. 
10 Biochem., 1982, 115, 99-105). 

Les concentrations en proteine sont determinees a 280 nm, en utilisant un 
coefficient d'absorption moleculaire de 6,65. 10 4 M" 1 cm" 1 , pour la lipase et de 
0,4. 10 4 1S/T 1 cm" 1 pour la colipase. 

- Obtention, purification et analyse du peptide C-terminal de la lipase 
15 pancreatique de pore 

100 mg de lipase porcine est dissous dans 20 ml de tampon bicarbo- 
nate d'ammonium 60 mM, pH 8,5, contenant de la benzamidine 1 mM. 

1 mg de chymotrypsine traitee au TLCK (tosyl-lysine chloromethyl 
cetone) est ajoutee et le melange est incube a 37°C, pendant 18 heures. Des aliquots 
20 sont preleves a differents moments, analyses par SDS-PAGE et testes pour leur activite 
lipasique. 

L'attaque chymotrypsique est stoppee par addition de PMSF 0,2 mM 
(phenylmethyl sulfonyl fluorure). 

Le melange de digestion est soumis a un tamisage moleculaire sur 
25 colonne Ultrogel AcA 54 (2,5 x 200 mm), equilibree avec un tampon Tris-HCl 10 mM, 
pH 7,5, contenant 0,2 M de NaCl et 1 mM de benzamidine ; l'elution est realisee avec 
le meme tampon. 

L' analyse en aminoacides est realisee avec un analyseur automatique 
(Beckman 6300), apres 24 heures d'hydrolyse des echantillons, dans des tubes scelles 
30 contenant de l'HCl tridistille 6 M. La sequence N-terminale du peptide est obtenue par 
degradation, selon la methode d'Edman, en utilisant un sequenceur (Applied 
Biosystems 470A). Les phenylthiohydantomes obtenues sont analysees par HPLC 
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(colonne CI 8, Brownlee, 5 |Lim, 2,1 x 220 mm). Elles sont eluees en utilisant un gra- 
dient de methanol (10-46 %) dans un tampon acetate de sodium 5 mM, pH 4,84. 

Les fragments obtenus sont soumis a une electrophorese sur gel 
(PAGE-SDS), selon la technique de Laemmli U.K. (Nature, 1970, 227, 680-685). Les 
5 proteines et les fragments peptidiques sont colores au bleu brillant de Coomassie et des 
tranches de gel sont decolorees a Faide d'un melange ethanol:acide acetique:eau 
(5:7,5:87,5 vol/vol). 

Les peptides generes par Pattaque proteolytique sont charges, en 
double, sur des fragments de gel de polyacrylamide a 18 % et separes par electro- 
10 phorese en presence de SDS. 

Apres transfert sur PVDF (polyvinylidene difluorure), une piste est 
coloree pour localiser le peptide C-terminal et 1' autre est coupee pour realiser le 
sequengage de cette sequence. 

L' analyse du peptide C-terminal, isole et purifie, par SDS-PAGE 
15 ainsi que P analyse en aminoacides, montre que ce peptide a le poids moleculaire et la 
composition en aminoacides attendue (voir N. Mahe-Gouhier et al., 1988, precite et M. 
Bousset-Risso et al., 1985, precite). Le sequen?age de la partie N-terminale de la 
chaine presente la sequence suivante : Ala-Arg-Trp-Arg-Tyr-Lys-Val-Ser, montrant 
clairement que la chymotrypsine clive la sequence au niveau de la liaison Phe^-Ala*" 7 , 
20 qui est a la jonction des domaines C- et N- terminaux de la lipase pancreatique. 

Exemple 2 : Mise en evidence de P interaction peptide C-terminal de la lipase 
porcine avec la colipase, en solution aqueuse. 

L' interaction domaine C-terminal/colipase en milieu aqueux (en 
1' absence d' interface lipidique) a ete mesuree par spectrofluorometrie. 
25 Les spectres d' emission de fluorescence du peptide C-terminal sont 

enregistres sur un spectrofluorometre Kontron (SFM235), equipe d'une cellule ther- 
mostatee et d'un systeme d'agitation magnetique. Ce spectrofluorometre est en outre 
connecte a un ordinateur (Apple He). 

Toutes les experiences ont ete realisees a 25°C et a pH 7,5. La lon- 
30 gueur d'onde d' excitation de 290 nm a ete choisie parce que la colipase pancreatique 
de pore ne comporte pas de residus tryptophane et les changements dans remission de 
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fluorescence peuvent ainsi etre attribues aux residus tryptophane du peptide C- 
terminal, lorsqu'il interagit avec la colipase. 

Le spectre d' emission de fluorescence du peptide C-terminal a une 
concentration finale de 0,26.10"* M dans le tampon Tris-HCl 10 mm, pH 7,5, contenant 
5 du NaCl 0,1 M, est mesure entre 300 et 400 nm. La solution mere de colipase est pre- 
paree dans le meme tampon ; la concentration de colipase varie de 2,8. 10" 8 a 1,4.10** 
M. 

L' evaluation de la constante de dissociation est determinee en utili- 
sant la formule de Scatchard suivante : 
10 Lb nP 0 Lb 

L f K d K d 

dans laquelle Lb et Lf correspondent aux concentrations de colipase 
15 liee et de colipase libre a Tequilibre, Po la concentration totale en peptide C-terminal et 
Kd, la constante de dissociation. 

- Resultats 

Les spectres differentiels [(colipase-peptide C-terminal)-peptide C- 
terminal] montrent une diminution de remission de fluorescence. Les traces de Scat- 
20 chard, obtenus a partir de ces spectres permettent d'evaluer la constante de dissocia- 
tion colipase/peptide C-terminal a 10" 6 M en solution, dans les conditions precisees ci- 
dessus (figure 1). 

Dans cette figure 1, les abscisses represented la quantite de peptide 
C-terminal lie [complexe colipase/C-terminal(TC)] et les ordonnees represented le 
25 rapport peptide C-terminal lie/peptide C-terminal libre [complexe colipase/C- 
terminal(TC)/C-terminal libre(C) (TC/T)]. 

Exemple 3 : Mise en evidence de Pinteraction domaine C-terminal de la lipase 
porcine avec la colipase et action inhibitrice in vitro sur la lipase, a V interface 
(substrat : tributyrine), 

30 - conditions de mesure de 1' inhibition des activites lipase et colipase 

par le peptide C-terminal de la lipase, en presence d'une interface 

L'activite lipasique est mesuree par titrimetrie, a 25°C dans un milieu 
constitue de tampon Tris-HCl 1 mM a pH 7,5, contenant du NaCl 0,1 M et du CaCb 
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5 mM, en presence de taurodesoxycholate de sodium (NaTDC) a une concentration 
finale de 1 mM. 

L'activite colipasique est mesuree dans les memes conditions, mais 
en presence de NaTDC 4 mM. 
5 Le volume final est de 1 5 ml ; le substrat utilise est la tributyrine 

emulsifiee, a une concentration finale de 0, 1 1 M. 

Les activites sont mesurees en 1' absence et en presence de quantites 
croissantes d'une solution mere de peptide C-terminal (10" 6 M). 

- inhibition de l'activite lipase par le peptide C-terminal de la lipase 
10 Le rapport molaire lipase/colipase est egal a 1 et la concentration fi- 

nale de lipase et de colipase est de 0,19.1CT 9 M. 

La concentration de peptide C-terminal varie de 0,2.10 _9 a30.10- 9 M. 

Le taux d'inhibition maximum de l'activite lipase enregistre dans ces 
conditions est de 50 % environ. 
15 - inhibition de l'activite colipase par le peptide C-terminal de la lipase 

Le rapport molaire lipase/colipase est egal a 0,75 (lipase 0,19. 10" 9 M ; 
colipase 0,25. 10" 9 M). La concentration en peptide C-terminal varie comme prece- 
demment. Le taux d'inhibition maximum de l'activite colipase enregistre est egalement 
de 50 %. La constante de dissociation estimee a partir du trace de Scatchard est de 
20 2.10" 8 M (figure 2). 

Ces resultats montrent que, en solution, l'affinite de la colipase pour 
le peptide C-terminal est du meme ordre de grandeur que l'affinite de la colipase pour 
la lipase et que cette affinite est augmentee d'un facteur 50 a 100 en presence d'une 
interface tributyrine/eau. 
25 Exemple 4 : Mise en evidence de I' interaction du domaine C-terminal de la lipase 
avec la colipase en presence d'une interface lipidique : inhibition de l'activite 
lipasique par le domaine C-terminal in vitro (substrat physiologique : trioleine 
emulsifiee). 

Les etudes cinetiques d'inhibition de la lipase par le domaine C- 
30 terminal ont ete realisees en presence d'une interface lipidique plus physiologique qu'a 
P exemple 3, le substrat utilise etant de la trioleine emulsifiee. 
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L'activite de la lipase est mesuree par titrimetrie a l'aide d'un pH 
stat, a 25°C, sur une emulsion de trioleine dans des conditions ou l'activite de l'enzyme 
est strictement dependante de la presence de la colipase. 

Le milieu reactionnel (15 ml) contient : 
5 - trioleine 8 mM 

- taurodesoxycholate de sodium 4 mM 

- Tris/HCl 1 mM, pH 7,5, CaCb 5 mM, NaCl 0,1 M. 

Les experiences de competition sont realisees en presence de lipase et 
colipase natives et du domaine C-terminal obtenu par proteolyse. 
10 Inhibition de l'activite lipase par le domaine C-terminal : 

Les concentrations finales de lipase et colipase sont de l,7xl0" 9 M et 
l,4xlO" 9 M respectivement. 

Le rapport molaire lipase/colipase est egal a 1,2. Pour une concen- 
tration en domaine C-terminal egale a 2x1 0" 7 M, le taux d'inhibition maximum observe 
15 est de 50 % environ. 

Exemple 5 : Mise en evidence de V interaction du domaine C-terminal de la lipase 
porcine avec la colipase et action inhibitrice in vitro sur la lipase, a V interface, 
dans des conditions plus physiologiques (substrat : trioleine, phospholipides et 
sels biliaires totaux). 

20 - L'inhibition de l'activite lipase par le peptide C-terminal de la lipase 

est mesuree comme decrit dans 1' exemple 3, mais les substrats utilises consistent en des 
emulsions de triglycerides a chaines longues (trioleine 10 mM) en presence de 
phospholipides (rapport trioleine/lecithine = 20) et d'un melange de sels biliaires totaux 
(6 mM) en l'absence (figure 3) ou en presence (figure 4) d'acide oleique (5 mM). 

25 L'acide oleique est un produit de la lipolyse. Lors de Parrivee du bol alimentaire dans 
le duodenum, une partie des triglycerides alimentaires a ete hydrolysee et des acides 
gras a chaine longue (tels l'acide oleique) sont presents dans le duodenum. Ces acides 
gras libres vont se combiner a la secretion biliaire et se retrouver egalement en partie a 
l'interface lipidique. lis jouent done un role dans la lipolyse. 

30 - Resultats : 

Dans tous les cas, 50 % d'inhibition de la lipolyse sont obtenus en 
presence de 2.10' 7 M de peptide C-terminal, ce qui represente une augmentation de 5 



WO 98/30588 



PCT/FR98/00009 



11 

fois de Paffinite du domaine C-terminal pour la colipase en presence de P interface lipi- 
dique, par comparaison avec les valeurs obtenues en Pabsence de Pinterface lipidique 
(figure 1). 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, P invention ne se limite nul- 
5 lement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d' application qui vien- 
nent d'etre decrits de fagon plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les va- 
riantes qui peuvent venir a P esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du cadre, 
ni de la portee de la presente invention. 
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REVENDICATIONS 

1°) Peptide constitue d'un fragment C-terminal de lipase pancreati- 
que incluant le site de reconnaissance d'une colipase, pour son utilisation comme medi- 
cament. 

5 2°) Peptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il corres- 

pond a un fragment d'une lipase pancreatique selectionnee parmi les lipases pancrea- 
tiques humaine, porcine ou chevaline, purifiees ou recombinantes. 

3°) Peptide selon la revendication 1 ou la revendication 2, pour son 
utilisation dans le traitement des hyperlipemies. 
10 4°) Peptide selon la revendication 1 ou la revendication 2, pour son 

utilisation dans le traitement de l'obesite. 

5°) Peptide selon la revendication 1 ou la revendication 2, pour son 
utilisation dans le traitement des troubles cardiovasculaires. 

6°) Composition pharmaceutique comprenant un peptide selon l'une 
15 quelconque des revendications 1 a 5 et au moins un vehicule pharmaceutiquement ac- 
ceptable. 

7°) Composition pharmaceutique selon la revendication 6, caracteri- 
see en ce que la quantite dudit peptide est comprise entre 0,2 et 10 mg. 

8°) Composition pharmaceutique selon la revendication 6 ou la re- 
20 vendication 7, caracterisee en ce qu'elle se presente sous une forme unitaire apte a etre 
administree par voie orale, selectionnee dans le groupe consistant en capsules molles 
ou dures, comprimes, solutions, suspensions et emulsions. 

9°) Composition selon la revendication 8, caracterisee en ce que la- 
dite forme unitaire est gastro-resistante. 
25 10°) Reactif de diagnostic, caracterise en ce qu'il est constitue par un 

peptide selon la revendication 1 ou la revendication 2. 

11°) Procede de lipolyse menagee de substrats triglyceridiques, ca- 
racterise en ce qu'il met en oeuvre un peptide selon la revendication 1 ou la revendica- 
tion 2. 
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